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Glucobrassicin, der Precursor vo SCN‘,‘3-Indolylacetonitril und
Ascorbigen in Brassica oleracea species *

Verschiedene, scheinbar getrenntg stehende Wirkstoffgruppe haben
immer wieder die Aufmerksamkeit von Phytochemikern, Pflanzenphysio-
logen und Medizinern auf die als Gemiise- und Futterpflanzen wichtigen
Vertreter der Gattung Brassica gelenkt: die strumigenen »Brassica-Faktor-
em3,  die heteroauxinartigen Whuchs ormone?2s, Ascorbigen13’ 32 Geruchs-
und Geschmacksstoffe etc.

Die Meldungen von CLEMENTS und

gemeine Interesse fiir die Brassica-Faktoren erneut erweckt. Seit einigen
Jahren wird auch in diesem Laboratorium dieses wichtige Problem be-
arbeitet. Uber dasg Auftreten von Vin thiooxazolidon in Bragsica oleracea
species*3 und seinen Ubergang in-Mileh? wurde bereits berichtet.

Die vorliegende Arbeit befasst sich
schen Eigenschaften eines neuen Thi
sowie seiner Rolle als Vorstufe der obengenannten Wirkstoffg_ruppen.

wirken, liess uns auch in der Gattung Brgssica nach solchen Thiocyansiure-
estern suchen. Wir haben zwar bis heute noch keine Anhaltspunkte fiir deren

sidischen Precursor gebildet wirds, -

Pressiifte - frischer Kohlblétter enthalten je nach Art, Standort, Jahres-
zeit ete. SON ~-Mengen zwischen 2 und 50|\mg9,. Extrahiert man jedoch die
unzerkleinerten Blitter mit kochendem
gen, die zur Inaktivierung zelleigener Enz,
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l6sung mit frischem Kohl-Pressaft oder mit Myrosinase, so kann nach
kurzer Zeit die Bildung von freiem SCN™ konstatiert werden. Uber andere
hierbei gebildete Reaktionsprodukte wird unten berichtet werden. Fiir die
quantitative Bestimmung der| gebildeten SCN—-Menge beniitzten wir die
colorimetrische Methode von BARKER?. Wegen der Anwesenheit storender
Begleitsubstanzen (Flavone, Gerbstoffe etc.) erwies es sich als vorteilhaft,
SCN~ papierchromatographisch abzutrennen und nach Eluierung colori-
metrisch zu bestimmen. Es zeigte sich, dass in den verschiedenen Brassica-
Sorten betrichtliche Unterschiede der SCN—-Werte bestehen und dass die
jungen Blétter der Spross-Spitzen stets die hochsten SCN—-Werte aufweisen.

Der glucosidische Precursor selbst, der nach seiner Herkunft Gluco-
brassicin® benannt wurde, liess sich papierchromatographisch leicht nach-
weisen. Die entwickelten Papierstreifen wurden entweder mit gepufferter
Myrosinase-Losung und nach | einstiindiger Einwirkung des Enzyms mit
Ferrinitratreagenz iiberspriiht| oder mit ammoniakalischer AgNO,-Lésung
oder mit einem Indolreagenz behandelt (siehe experimenteller Teil). Beson-
ders empfindlich und spezifisch auf Glucobrassicin zeigte sich das Ferrinit-
rat-Reagenz, das unter den unten beschriebenen Bedingungen einen stark
violetten Fleck mit Glucobrassicin bildet. Glucobrassicin wandert im
Papierchromatogramm wie Glucotropaeolin. Es wurde in den Frischpflanzen
folgender Arten nachgewiesen’*): Brassica oleracea var. sabauda L., var.
gongyloides L., var. botrytis L. subvar. asparagoides Lam., var. gemmifera
DC., var. botrytis L. subvar. cauliflora DC., var. acephala DC, Brassica Napus
L. var. napobrassica (L.) Peterm., Brassica Rapa L. var. rapifera Metzger,
Raphanus sativus L. var. radicula Pers., Raph. sat. var. niger (Mill.) Pers.,
Brassica oleracea capitata L.|In den Samen der genannten Arten fehlte
Glucobrassicin vollig. Bemerkenswert ist das Vorkommen von Glucobrassicin
auch ausserhalb der Gattung Brassica in Raphanus sativus Varietiten.

In einigen Arten (z.B. in den Bléittern von Brassica oleracea var. botrytis,
var. gongyloides, var. acephala und in der Wurzelrinde von Brassica Napus)
wurde noch ein zweites Thioglucosid vom Indoltyp mit einem R -Wert
iiber Glucobrassicin gefunden,|aus dem durch Myrosinase ebenfalls SCN—
abgespalten wird, das aber in den Farbreaktionen mit Indolreagentien
deutlich von Glucobrassicin abweicht. Uber dieses Thioglucosid, dessen
Isolierung inzwischen gelungen ist, wird an anderer Stelle berichtet
werden. **)

*) Wir danken Herrn Prof. J. B. HArpH und Frl. Mag. L. Kurki vom Institut fur
Gartenbauwissenschaft der Universitit Helsinki fiir wertvolle Hilfe bei der Beschaf-
fung von Pflanzenmaterial.

**) Chemische und Spektrometrische Befunde deuten darauf hin, dass dieses
‘Thioglucosid ein N;-subst. Derivat von Glucobrassicin ist.
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Es muss hier hervorgehoben werden,|dass der Nachweis von Glucobrassi-
cin nur unter strikten Bedingungen, die jegliche Einwirkung von Enzymen
oder hydrolytische Spaltung ausschliessen, gelingt. Dies mag der Grund da-
fiir sein, dass bei den fritheren Studien anderer Autoren, die mit Pressiftenl®
oder sonstwie unter ungiinstigen Bedingungen gearbeitet hatten (z.B.
langes Kochen unter Zusatz von Aluminjumsulfat)?, stets nur Spaltprodukte
wie  3-Indolylacetonitril® oder Reak tionsprodukte wie Ascorbigen?®,
jedoch nie der Precursor selbst beobachitet wurden.

Fiir die Isolierung von Glucobrassicin leisteten die papierchromatographi-
schen Bestimmungsmethoden und die quantitative Bestimmung tiber enzy-
matisch gebildetes SCN~ wertvolle Hilfo| Sie ermoglichten die Auswahl des
geeigneten Pflanzenmaterials und die Ve olgung der einzelnen Extraktions-,
Anreicherungs- und Reinigungsschritte pis zum kristallinen Reinglucosid.
Natiirlich gelten auch fiir die Isolieru gsoperationen die obengenannten
Vorsichtsmassnahmen: Ausschluss jeglicher Enzymeinwirkung und Ver-
meidung hoher Temperaturen. Trotz aller Vorsichtsmassnahmen mussten
wihrend der etwa 6 Tage dauernden Opérationen betrichtliche Verluste an
Glucobrassicin mit in Kauf genommen werden. Die Isolierung, chemische
Zusammensetzung und Eigenschaften |von Glucobrassicin werden im
experimentellen Teil eingehend beschrieben.

Aus frischgesammelten Blittern der S ross-Spitzen von Brassica oleracea
gongyloides, sabauda oder botrytis, die bei 0—50°C getrocknet und mehrmals
kurz mit 709, Methanol aufgekocht oder (durch unmittelbares Eintragen in
kochendes Methanol extrahiert wurden, | wurde Glucobrassicin nach ver-
schiedenen Reinigungsschritten als Mo ohydrat in kurzen Nadeln oder
Kristallblittchen in Form seines Tetra ethylammoniumsalzes erhalten.
Die durchschnittliche Ausbeute betrug etwa 300—500 mg pro 100 g ge-
trocknete Blitter. Glucobrassicin ist leicht 6slich in Wasser und in Methanol,
schwerer in Athanol oder Aceton und unléslich in Chloroform, Ather oder
Petrolither. Es schmilzt bei 140—142°C tind zersetzt sich bei etwa 160°C.
In der indolartig riechenden Schmelze ist| SON- nachweisbar. Die optische
Drehung [a]F—13.3° (¢ = 3.0; in Wasser)|liegt in der allgemeinen Grssen-
ordnung anderer Senfélglucoside. Das U -Spektrum entspricht dem: eines
3-substituierten Indolderivates mit iiber agertem Senfolglucosidspektrum
(s. experimenteller Teil). Das IR-Spektrum weist grosse Ahnlichkeit mit den
IR-Spektren anderer Senfolglucoside auf.|Die Mikroanalyse des im Hoch-
vakuum getrockneten, kristallwasserfreien Praparats gab Werte fiir
CyoHj3,N;30,S,. Die in der ersten vorldufigen Mitteilung® angegebene Brutto-
formel und Struktur fiir Glucobrassicin hatte sich auf die angegebene
Struktur fiir Ascorbigen gestiitzt!, die auf|Grund unserer neuen Ergebnisse
einer Revision bedarf,

Durch Myrosinase wird Glucobrassicin unter rasch einsetzender Triibung
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in Glucose, Sulfat, SCN™ und mehrere Indolderivate gespalten, wobei jedoch

der sonst fiir die Senfélglucosidsp

Jltung typisch scharfe Geschmack oder
Geruch ausbleibt. Glucose wurde p

apierchromatographisch nachgewiesen,

SO; ~ als BaSO, . SCN~ wurde papiérchromatographisch und durch Farb-

reaktionen identifiziert und als schv

siert. Wegen des spontanen und
gebildeten hypothetischen Senfols

und Indolderivate — auf 1 Mol Gl
Spaltung 1 Mol SCN~ gefunden — v
side beniitzten Methoden der Stru}
thiocyanat abgespaltene Seitenres

charakterisiert wird.

Fiihrt man die Spaltung mit My
neben SCN~ 3-Hydroxymethylinds
produkte des 3-Indolylmethylisothi

3,3’-Diindolylmethan und Form

verlosliches Sinapinium-Salz charakteri-
quantitativen Zerfalls des intermedisr
3-Indolylmethylisothiocyanat) in SCN~
ncobrassicin wurde nach enzymatischer
rersagten hier die sonst fiir Senfslgluco-
cturaufklarung, bei denen der als Iso-
t durch seine Thioharnstoffderivate

rrosinase bei pH 7 durch, so kann man
pl nachweisen, die beide als Zerfalls-
ocyanats aufgefasst werden konnen.

Idehyd, die ausserdem in der Reaktions-

mischung gefunden wurden, sind Sekundérprodukte aus 3-Hydroxymethyl-

indol. Den Verlauf dieser Reaktio
weitere Reaktion gibt einen Hin
methylindol, das wir wegen der g
Mengen von Glucobrassicin als solch
delt man dquimolare Mengen von
pH 7 mit Myrosinase, so bleibt die n
Aus der Glucose, Sulfat und SCN™ ¢
keine freie Ascorbinsdure mehr n
schiitteln mit Essigester ein Pro
ProcHAZEA’s aus Kohlsaft isolierten
lines rotes Pikrat und ein orangbf
Durch kurzes Erhitzen mit verdiin
Ascorbinsdure wieder freigesetzt wer
sich dieses, mit Ascorbigen identisc
beute durch Erwidrmen von 3-Hyd
wissriger Losung oder durch Erhit
dehydlosung und Ascorbinsdure syn
et all? vorgeschlagene Formel, d
dtherartig mit Ascorbinsiure gebui
Im Ascorbigen muss in Wirklichke
sdure gebunden sein. Die Art der B
Ascorbigen muss durch weitere Ver

. Die Entstehung der oben bes
Indolylacetonitril bei der enzymati
verstandlich, wenn diesem Thioglug

hat TrESING'? beschrieben. — Eine
eis auf die Bildung von 3-Hydroxy-
eringen uns zur Verfiigung stehenden
es noch nicht isolieren konnten: Behan-
Glucobrassicin und Ascorbinsdure bei
ormalerweise beobachtete Triibung aus.
nthaltenden Reaktionsmischung, in der
aschweisbar ist, ldsst sich durch Aus-
dukt erhalten, das identisch ist mit
n Ascorbigen'® und wie dieses ein kristal-
farbenes Trinitrobenzol-Addukt bildet.
nten Sduren kann aus diesem Produkt
rden. Wie wir nun gefunden haben, lisst
he Produkt, bequem und in guter Aus-
roxymethylindol mit Ascorbinséure in
zen einer Mischung aus Indol, Formal-
thetisch gewinnen. Die von PrRocHAZKA
lie in Ascorbigen 3-Indolylpropendiol
hden sieht, kann somit nicht zutreffen.
it ein 3-Indolylmethylrest an Ascorbin-
indung und die endgiiltige Struktur von
suche erst geklidrt werden.
chriebenen Produkte, besonders von 3-
schen Spaltung von Glucobrassicin, ist
osid die Formel I (Abb. 1) zukommt.
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Abb. 1. Enzymatische Spaltung von Glucobrassicin und enzymatische Bildung

von Ascorbige
I Glucobrassicin

IT Hypothetisches Intermedisirprodukt, 3- dolylmethylisothiocyanat
IIT 3-Indolylacetonitril

IV 3-Hydroxymethylindol
V 3,3’-Diindolylmethan

Die aus der enzymatischen Spaltung abgeleitete Struktur fiir das Gluco-
brassicin wird durch die Spaltungsprodukte, welche bei der sauren und
alkalischen Hydrolyse entstehen, gestiitzt. .

Einwirkung von konzentrierter kalter Salzsdure auf Glucobrassicin
fihrt in iiblicher Weise zur Bildung von Hydroxylamin®, das papier-
chromatographisch® oder colorimetrisch nach Oxydation in HNOY nach-
gewiesen wurde.

Bei der sauren und alkalischen Hydrolyse werden Glucose, Sulfat, H,S"

und Schwefel abgespalten. Daneben treten wechselnde Mengen von SCN-
und verschiedener Indolderivate auf. Im alkalischen Hydrolysat konnten
3-Indolylessigsiure neben 3-Indolylacetamid|und 3-Indolylacetonitril sowie
3-Hydroxymethylindol, 3,3'-Diindolylmethan, 3-Indolaldehyd und Indol
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gefunden werden. Bei saurer Hydrolyse entstehen 3-Indolylacetonitri
reichlich 3-Indolylessigsiure sowie Spuren von 3-Indolylacetamid un
Skatol. Betréchtliche Mengen von 3-Indolylacetonitril werden auch bein
Kochen von Glucobrassicin fin wiéssriger Losung gebildet. Wihrend Gluco
brassicin als solches im Avena-Koleoptilzylinder-Test!'8 unwirksam ist
wiesen alle Hydrolysate betrichtliche Wuchsstoff-Aktivitit auf. Auch di
durch Myrosinasespaltung bei pH 3,5 erhaltene Reaktionsmischung zeigt
einen starken Wuchsstoff-Effekt, der etwa einer 50%igen Bildung vor
3-Indolylacetonitril aus Glugobrassicin entsprach.*) :

Die hydrolytische Spaltung von Senfolglucosiden iiber Nitrile in Siurer
ist bekannt, ebenso ihr enzymatischer Zerfall in Nitrile bei fehlende:
Pufferung'® 2% .47 Dag in dieser Arbeit beschriebene Auftreten von 3-
Indolylacetamid als Zwischenprodukt bei der Hydrolyse von Glucobrassicin
‘ist ohne weiteres verstindlich.

Einwirkung von Raney-Nickels auf Glucobrassicin in wissriger Losung
bei Zimmertemperatur fiihrt rasch unter hydrogenolytischer Spaltung zu
Tryptamin (Reaktionsweg a) und Skatol (Reaktionsweg b). Die gebildeten
Produkte wurden durch Papierchromatographie bzw. Diinnschicht-
chromatographie identifiziert.

Fiir die enzymatisch und ¢hemisch gebildeten Abbauprodukte 3-Indolyl-
acetonitril, 3-Hydroxymethylindol, 3,3'-Diindolylmethan, Indol, Skatol und
Schwefel erwies sich die Dfinnschichtchromatographie als hervorragend
geeignete Nachweismethode.

Die Auffindung von 3-Indolylacetonitril, 3-Indolylacetamid und 3-
Indolylessigsiure bestétigte [die Struktur von Glucobrassicin als einem 3-
Indolylacetothiohydroxamsiyre-Derivat!s, Aus jhm lassen sich sowohl die
obengenannte Hydroxylaminbildung als auch die hydrolytische Bildung von
den gefundenen Indolylverbindungen verstehen. Wie alle bisher bekannten
Senfolglucoside! enthilt auch Glucobrassicin Glucose als Zuckerrest, mit
grosser Wahrscheinlichkeit in|8-Glucopyranosidform. Glucobrassicin ist also
S-B-D-1-(Glucopyranosyl)-3-I dolylacetothiohydroximyl-0-sulfat (Formel I).

N-0S05

chu— 7 0
He . lonu oul
§-C-8-C-C-CCH, OH
NH LI I T B |
HHOHHH

Die Leichtigkeit, mit der aus Glucobrassicin auch unter hydrolytischen
d.h. nicht-enzymatischen Bedingungen SCN- abgespalten wird, gibt diesem

*) Die Wuchsstoffpriifungen rden in diesem Laboratorium durch Mag. P.
KARVONEN im modifizierten Kolegptilzylinder-Test nach Bonner durcheefiihrt. wofiir
auch an dieser Stelle gedankt sei.
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SCNder Theor. *
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Abb. 3. Die Bildung von SCN— aug Glucobrassicin unter verschiedenen

Reaktionsbedingungen
. A = enzymatigche Spaltung
B = Erhitzen in Wasser
C = » » nf10 HCl
D= » » n/10 NaOH

b) Hydrolyse unter Spaltung der
die abgetrennte Formothiohy
zerfallt.

Bestimmend fiir Reaktionsweg b
methylrest herrschenden Mesomerie

N\ — —CH
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) VN4

N
H

des gefundenen SCN™ gibt ein ungefi.
nen und zeigt, dass sie unter den ge
etwa zu 509, nach Reaktionsweg a

Disk

C. — C,-Bindung, wobei nachtraglich
droxamsdure-Gruppe weiter in SCN~

diirften wiederum die im 3-Indolyl-
verhiltnisse, die die Bildung eines

i

Ions begiinstigen, sein. Die Menge

hres Bild fiir den Verlauf der Reaktio-
nannten hydrolytischen Bedingungen
und b) verlaufen.

ssion

Die Existenz von Glucobrassicin| und die Kenntnis seiner Spaltungs-
reaktionen und Abbauprodukte gestatten es nun, verschiedene Wirkstoff-

gruppen zusammenzufassen und als

eaktionsprodukte eines gemeinsamen

Precursors, Glucobrassicin, zu behandeln.



R. GueLiN und A. I. VirTANEN, GluGobrassicin, der Precursor von SCN— 11

Der potentielle SCN~-Gehalt einiger Kohlarten ist geniigend hoch, um
die Befunde CHESNEY’s® %, die Strymabildung bei Kaninchen nach ein-
seitiger Kohlfiitterung, auf der Basis|von Glucobrassicin als Precursor zu
erkliren. Dass einige Forscher bei der Wiederholung dieser Versuche zu
negativen Resultaten kamen, mag an |der Verwendung glucobrassicin- und
somit SCN™-armer Kohlsorten gelegen haben. SCN— blockiert bekanntlich
die Jodidaufnahme der Schilddriise und kann bei geniigend langer und
hoher Zufuhr Kropf hervorrufen” . Nach Kohlfiitterung tritt eine Erhshung
des Serum-SCN~-Gehalts ein. Auch der SCN~—-Gehalt der Milch nimmt nach
Kohlfiitterung betrichtlich zu, jedoch pur bis zu einem Grenzwert von etwa
1.0 mg%,. Uber die Konsequenzen von vielen Versuchsreihen, die inzwischen
in diésem Laboratorium an einem grossen Tiermaterial durchgefiihrt wur-
den, fiir die Interpretierung der Resultate von CLEMENTS und WISHART
wird an anderer Stelle berichtet werden.

Nachdem Linser?t 1939 heteroauxinartige Wuchsstoffe in Kohlarten in
hoher Konzentration gefunden hatte, \wurden diese Wirkstoffe durch ver-
schiedene Arbeitsgruppen intensiv studiert?. Diese Arbeiten gipfelten zu-
néchst in der Isolierung von 3-Indolylacetonitril durch HENBEST ef al.2
Spéter wurden noch 3-Indolylearbonsénre®”, 3-Indolaldehyd, 3-Indolylessig-
séure?®, Skatylglyoxal?® und 8-Indolylhrenztraubensiureoxim® als »Inhalts-
stoffe» von Kohlarten beschrieben.

Auch ein Auxinprecursor3! wurde e
iiber seine chemische Natur.

Bei Ascorbigen'® 32, einem weiteren Stoff, der in Kohlarten gefunden
wurde, handelt es sich ebenfalls um ei Indolderivat, in dem Ascorbinsdure
gebunden und oxydationsbestéindig vorliegt. Eine Beziehung von Ascorbi-
gen zur iibrigen Indolgruppe erschien von vornherein als wahrscheinlich, da
aus Ascorbigen unter bestimmten Bedingungen 3-Indolylessigsdure erhalten
werden konnte4, und da die Zufuhr von markiertem Tryptophan gleich-
zeitig zur Bildung von markiertem Ascorbigen und 3-Indolylacetonitril
fithrte®. Wie wir heute interpretieren konnen, war fiir die genannten Ver-
bindungen Glucobrassicin der gemeinsame Precursor. Seine Existenz war
schon frither einmal in Erwigung gezogen worden.3% 20®

Die Brassica-Pflanzen zeichnen sich, wie LINSER et al. im Hinblick auf
ihren hohen Wuchsstoffgehalt hervorgehoben haben, durch morphologische
Eigentiimlichkeiten aus, wie man sie| shnlich bei Pflanzen durch iiber-
dosierte Wuchsstoffgaben hervorrufen| kann. Es ist bemerkenswert, dass
gerade diese Brassica-Arten Glucobrassicin enthalten, das nach unseren
Befunden die vorherrschende genuine|Indolverbindung in Kohlarten ist.
Weder 3-Indolylacetonitril noch Ascorbigen konnten in Methanol-Aus-
ziigen, die unter den obengenannten Vorsichtsmassnahmen bereitet wurden,
auch nur in Spuren nachgewiesen werden. Nach unseren Befunden ist

dhnt jedoch ohne nihere Angaben
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Glucobrassicin der Precursor diesv; vorbindungen und kénnte demnach
identisch mit einer friiher postulie Verbindung sein, die im Sinne Linsers
ein »gebundener Wuchsstoffs ist und|den Brassica-Pflanzen als »Wuchsstoff-
Reserve-Pool» dient. In vielen fritheren Arbeiten wurden qualitative und
quantitative Angaben fiir 3-Indolylacetonitril und andere Indolderivate in
Kohlarten beschrieben, die sich hauptsachlich auf papierchromatographische
oder colorimetrische Methoden oder Wuchsstofftests stiitzten. Eine nach-
trégliche kritische Betrachtung der angewandten Methoden lisst unschwer
erkennen, dass meistens unter Be ingungen gearbeitet wurde, die eine
enzymatische oder hydrolytische |Artefaktbildung begiinstigten. Auch
Ascorbigen ist, wie in dieser Arbeit bewiesen wurde, kein genuiner Natur-
stoff sondern ein enzymatisches Artefakt mit Glucobrassicin und Ascorbin-
sdure als Vorstufen. Bemerkenswert list in diesem Zusammenhang noch die
Feststellung japanischer Autoren¢, dass Ascorbinsiure die Enzymaktivitit
von Myrosinase steigert. Unter diesem Aspekt verdient die Ascorbigenbil-
dung besondere Beachtung. ‘

Die Vitamin-C-Wirkung von Ascprbigen beim Menschen ist noch nicht
bekannt.

Obwohl nun Glucobrassicin mit Sicherheit als Precursor von 3-Indolyl-
acetonitril etc. angesehen werden kann, bleibt das eigentliche Wuchs-
stoffproblem der Brassica-Arten vorliufig noch offen, weil und solange man
iber die allgemeine Funktion und |den Stoffwechsel von Glykosiden im
oflanzlichen Organismus noch so wenig weiss.

Die Tatsache, dass Glucobrassicin in besonders grosser Menge in den
Wachstumszonen auftritt, lisst an seine Beteiligung an Wachstumsprozessen
lenken. Uber seine Funktion lassen|sich 2 Hypothesen aufstellen, und es
wire wichtig, durch kritische Versuchsanordnungen die Giiltigkeit der einen
»der anderen Hypothese zu priifen: ’

a) Glucobrassicin wird in der Wachstumszone gebildet. Durch geeignete
Enzyme wird aus Glucobrassicin der jeweilige Wuchsstoffbedarf frei-
gesetzt. Glucobrassicin wire demnach ein Auxinprecursor innerhalb
eines Reserve-Pools.

b) Glucobrassicin ist das Endglied einer Stoffwechselkette, die Hetero-
auxin nach Erfiillung seiner physiologischen Funktionen durchliuft.
Der Wuchstoff wird durch diese Bindung in einer inaktiven Form dem
Stoffwechselgeschehen entzogen. Die grossen Glucobrassicin-Mengen
in den Wachstumszonen wiirden auf einen sehr regen Heteroauxin-
Umsatz deuten, der auch in den morphologischen Eigentiimlichkeiten
der Brassica-Gattung zum Ausdruck kommt. Glucobrassicin wiire
nach dieser Hypothese einem [sekundiren Pflanzenstoff d.h. einem
»Entgiftungsprodukt» gleichzustellen.
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Da Glucobrassicin beim Erhitzen unter anderem in Indol und Skatol,
zwei typische Geruchstriger, zerfillt, ist es sicher auch wesentlich an dem
Zustandekommen des typischen Kohlaromas beim Kochprozess beteiligt
und somit auch von diétetischer Bedeutung. Die Verfiarbungen, die man bei
gekochten und konservierten Kohlprodukten beobachten kann, diirften
ebenfalls auf Glucobrassicin bzw. seine|Spaltprodukte zuriickzufiihren sein.

Experimenteller Teil*)

Papierchromatographischer Nachweis von Hucobrassicin in Brassica oleracea-Sorten:
Frisch gepfliickte Bléitter der Spross-Spitze von Kohlarten werden in die 5— 10 fache
Menge kochenden Methanols eingetragen und etwa 10 Minuten lang auf dem kochenden
Wasserbad erhitzt. Anschliessend zerreibt man die Blitter im Mérser, presst aus und
filtriert die Extraktlosung. 10—50 ul-Portionen werden auf Whatman-Papier No. 1
aufgetragen. Dann wird auf-oder absteigend mit einem geeigneten Losungsmittel-
system chromatographiert. Die getrocknepen Papiere werden in Léngsstreifen ge-
schnitten, die dann einzeln mit verschiedemen Sprithreagentien zur Sichtbarmachung
von Glucobrassicin behandelt werden:

1) Man bespriiht mit Myrosinase-Losung, die mit gleichem Volumen Citratpuffer

pH 7 gemischt wurde, ldsst den Streifen etwa 1 Stunde zwischen 2 Glasplatten
liegen, trocknet ihn dann im Wéarmeschrank und iiberspriiht ihn mit Ferrinitrat-
Reagenz. An der Stelle von Glucobrassicin entsteht ein rotbrauner Fleck des
Fe(SCN);-Komplexes.
2) Farbreaktionen mit Indolreagentien:
a) p-Dimethylaminobenzaldehyd-HCI: gelb— olive—> schmutzig grin-blau.
Bei nachtriglichem Ubersprithen mit verdimnter NaNOQ,-Losung tinten-

- blaue Farbung.
b) Ferrinitrat-HNO,-Losung: man bespriiht den Streifen leicht, erwérmt ihn
einige Minuten vorsichtig auf etwa 80°C oder lésst ihn ohne weitere Behand-
lung an der Luft entwickeln. Nach 30—60 Minuten erscheint Glucobrassicin

als kriftig blauvioletter Fleck.

¢) Zimtaldehyd-HCl: orangefarbener Fleck.
d) diazotiertes p-Nitranilin: brauner Fleck.

Papierchromatographische Analyse der Spaltprodukte von Glucobrassicin:

10—20 yl-Portionen der im experimentellen Teil beschriebenen Ansiitze werden
aufgetragen und mit einem geeigneten Losungsmittelsystem (meistens Isopropanol-
Ammoniak) entwickelt. Die Rg-Werte sind in Tabelle I zusammengestellt.

Darstellung von Glucobrassicin:

107 g schonend bei 40—50°C getrocknete Blatter von Brassica oleracea gongylotde:
wurden 3 mal mit je 11 70%igem Methanol je 15 Minuten lang ausgekocht und aus
gepresst. Die filtrierten Extraktlosungen rden bei moglichst tiefer Temperatur in
Vakuum auf etwa 500 ml eingeengt. Die Iiésung wurde mit Wasser auf ein Volumer

*) Die Schmelzpunkte wurden mit einem Kof ler-Mikroheiztisch bestimmt und sinc

korrigiert.
Die Elementaranalysen wurden im mikroanalytischen Laboratorium A. Bernhardt

Miilheim a.d. Ruhr, durchgefiihrt.
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Abb. 4. TR-Spektrum von Glucobrassicin (Tetra.methylamrhonium-Sa,Iz)
(1,5 mg gepresst|in KBr)

Enzymatische Spaltung von Glucobrassicin (unter Pufferung):

50 mg Glucobrassicin wurden in 1 ml Citratpuffer pH 7 gelést und r'nit einigen
Tropfen Myrosinaselssung®® versetzt. Nach kurger Zeit trat starke Triibung auf. Die
Mischung wurde 4 Std. bei 37°C gehalten.

Nachweis der Spaltprodulte:

a) Prifung auf SO,— mit BaCl,-Lésung: F

b) Priifung auf Glucose: 10 pl-Portionen
getragen, dazu verschiedene Kontrollzucker. P
Pyridin-Amylalkohol-Wasser 7:7:6 und Phenol-
Reagenz.

Der enzymatisch abgespaltene Zucker hatfe in allen 3 Losungsmitteln gleiche
R¢-Werte wie die Glucose-Kontrolle.

c) Priifung auf SON-: 10 #l Portionen wurden auf Whatman N:o 1 aufgetragen
und in Butanol-Essigsélure-Wasser, Pyridin-Amylalkohol-Wasser 7:7:6 und in Iso-
propanol- 109 Ammoniaklésung 8:2 chromatographiert.

Nach dem Trocknen wurde mit Ferrinitrat-
Bestimmung wurden 10 Flecken ausgeschnitten
Weise mit Fe-Reagenz colorimetrisch gemessen

~-ng von BaSO,, Heparprobe.

den auf Whatman N:o 1-Papier auf-
in Butanol-Essigsiure-Wasser 4:1:5,
asser. Besprithen mit Anilinphtalat-

Zugabe von 50 mg Sinapinbisulfat.’® Nach 1 Ta wurde das ausgeschiedene Sinapin-
rhodanid abfiltriert und nochmals aus Wasser| umkristallisiert. Ausbeute: 38 mg
Fp. 178°C. Keine Depression in Mischung mit S apinrhodanid.

Ci6H,O3N . SCN + H,0 (386,46) Ber. N 7,25
Gef. 6,98

Enzymatische Spaltung von Qlucobrassicin bes pH 3,5:

50 mg Glucobrassicin wurden in 1 ml Citratpuffer pH 3,5 gelést. Zugabe einiger
Tropfen Myrosinaselésung.3? Nach 12 Std. wurden 10 yl-Portionen aufgetragen.



Entwicklung mit Isopropanol-Ammpniak 8:2. Als Kontrolle lief synth. 3-Indolyl-
acetonitril mit. :

In beiden Ansétzen konnte 3-Inddlylacetonitril mit ErrricHs Reagenz (blaubraune
Firbung) und mit Ferrinitrat-Reagenz (braune Firbung) mit einem Rg-Wert von
0,82 neben Indolflecken, die mit der Losungsmittelfront wanderten, nachgewiesen
werden.

Nachweis von 3-Indolylacetonitril, ?,3’-D’iindolylmethan und Schwefel durch Diinn-
schichichromatographie (s. unten):

Hydrolytische Spaltung von Glucobrdssicin:

10 mg Glucobrassicin wurden in ) 1 ml n/10 HCl-Losung, b) 1 ml m/20 KH,PO,-
Lésung, ¢) 1 ml HyO und d) 1 ml n/10 NaOH-Lésung gelést und mehrere Stunden auf
dem siedenden Wasserbad erhitzt. In|regelméssigen Absténden wurden 10 41 Portionen
entnommen und auf Whatman N:o|4 Papier aufgetragen. Entwicklung mit Isopro-
panol-Ammoniak 8:2. Methode und [R¢-Werte siehe Tabelle I.

Bei a) und d) waren bereits nach |15 Minuten 3-Indolylacetonitril nachweisbar, bei
b) und ¢) hach etwa 1 Stunde.

Bei a) und d) waren mit zunehmender Reaktionsdauer Indolylacetamid und 3-
Indolylessigsiure neben sonstigen Zersetzungsprodukten nachzuweisen, wihrend bei
b) und ¢) nach 2—4 Std. die Menge yon 3-Indolylacetonitril stark zugenommen hatte.
Bei a), b) und d) trat starke Dunkelférbung und deutlicher Indol-Skatol-Geruch auf.
In allen Ansétzen war SCN— nachweisbar. (Zum Nachweis weiterer Spaltprodukte
durch Diinnschichtchromatographie|siehe unten.)

Die Bildung von H,S wurde durch Bleinitratpapier nachgewiesen (bei a) und d))
nach vorheriger Ansduerung.

Isolierung von 3,3'-Diindolylmethan nach alkalischer Hydrolyse von Glucobrassicin und
Gewinnung eines 3-Indolylessigsiurd-Konzentrats.

50 mg Glucobrassicin wurden in 1 ml n/10 NaOH-Losung 2 Stunden lang im
kochenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen wurde vorsichtig mit Salzséure ange-
séiuert (HyS-Entwicklung) und 3 mal mit Ather ausgeschiittelt.

Die Atherphasen wurden 3 mal mit Nay,CO;-Losung ausgeschiittelt. Die zuriickblei-
bende Atherphase wurde mit NaySQ, anhydr. getrocknet, filtriert und eingedunstet.
Es blieb eine kristalline Rohfraktion (3 mg) zuriick, die bei 160°C schmolz und mit
3,3"-Diindolylmethan!? % keine Schmelzpunktsdepression ergab. Bei Diinnschicht-
chromatographie erwiesen sich die Kristalle als 3,3-Diindolylmethan, das noch durch
Indolspuren und Spuren anderer Indolderivate verunreinigt war. Umkristallisation
und Analyse waren wegen der kleinen Menge nicht moglich.

Die Na,CO,-Phase wurde angesétiert und mit Ather ausgeschiittelt. Die getrocknete
Atherphase wurde eingedampft. Der Riickstand erwies sich laut Papierchromatogra-
phie als eine Mischung aus etwa 2/3 3-Indolylessigsdure und 1/3 3-Indolylacetamid
neben Spuren nicht identifizierter Indolderivate. Er war im Tomatentest?! stark aktiv
und zeigte dhnliche Epinastieeffekte¢ an den Blattachseln wie synth. Indolylessigsdure.

Nachweis von Formaldehyd als Sekunddrprodukt bei der enzymatischen Spaltung:

50 mg Glucobrassicin wurden in 1 ml Citratpuffer pH 3,5 geldst und mit einigen
Tropfen Myrosinase versetzt. Diesp Mischung befand sich im #usseren Raum einer
CoNnway-Kammer, wiahrend der ivfnere Teil mit einer gesittigten Dimedon-Losung




halb gefiillt war. Die gut verschlossene Cdnway-Kammer wurde iiber Nacht bei 40°C
gehalten. Am nichsten Morgen hatten sich im Innenraum lange, feine Nadeln ausge-
schieden, die abfiltriert und durch Mikr schmelzpunkt als Dimedon-Formaldehyd-
Derivat (Fp. 189°C) identifiziert wurden.

Das gleiche Derivat erhielt man, wenn|50 mg Glucobrassicin bei pH 7 mit Myrosi-
nase zersetzt wurden und die Reaktionsmischung anschliessend der Destillation unter-
worfen wurde. Aus dem Destillat schieden sich nach Zugabe von gesittigter Dimedon-
l16sung nach einiger Zeit lange Nadeln aus, die bei 189°C schmolzen.

Wuchsstoffbestimmungen mit Qlucobrassics -Hydrolysaten im Avena-Test:

0.01 molare Lésungen von Glucobrassdicin in H,0, n/10 NaOH und Myrosinase-
Citratpuffer pH 3,5 wurden nach 4 stiindigem Kochen bzw. 12 stiindiger Einwirkungs-
zeit und anschliessender N eutralisierung |in einer Verdiinnungsserie gepriift und mit
entsprechenden Verdiinnungsserien von 3-I dolylessigséure und 3-Indolylacetonitril im
Avena-Koleoptilzylindertest!® verglichen. Wihrend alle durch Hitze-bzw. Enzymein-
wirkung behandelten Ansitze mehr oder eniger starke Wuchsstoffaktivitéten auf-
wiesen, war eine unbehandelte Glucobrassicin-Kontrolle ohne Wirkung.

Enzymatische Bildung von Ascorbigen aus Flucobrassicin und Ascorbinsiure :

120 mg Glucobrassicin und 36 mg Asporbinsiure wurden in 10 ml Citratpuffer
gelést. Durch Zugabe von n/10 NaOH wurde das PH auf 7 eingestellt. Die Mischung
wurde mit 0,2 ml Myrosinaselésung versetzt und 2 Stunden bei 37°C gehalten. Es trat
eine kaum merkliche Trijbung auf. -

Von der Reaktionsmischung wurden 20 pl Portionen auf Filterpapier aufgetragen.

Nach Entwicklung mit Butanol-Essigsiure-Wasser 4:1:5 wurde in Langsstreifen
geschnitten, die mit verschiedenen Spriihr angentien behandelt wurden: Anilinphtalat
zeigte die Anwesenheit von Glucose.

Glucobrassicin und freie Ascorbinséure| waren nicht mehr nachzuweisen. Dagegen '
fand sich bei Rt 0,72 ein neuer Fleck, der mit KMnO,-Lésung unter Entférbung, mit
AgNO;-Lésung unter Braunfirbung reagierte. Mit EnrricHs Reagenz gab er einen
kréftig violetten Fleck, mit Ferrinitrat-Reagenz einen rétlichen Fleck und mit Zimtal-
dehyd-Salzsdure einen orangefarbenen Fleck. Ausserdem war noch SCN—-nachzuweisen.
Die gebildete Verbindung hatte gleiche R-Werte in Butanol-Essigsiure-Wasser und
wassergesittigtem Butylacetat wie Ascorbigen.*) '

Nach Ausschiitteln mit Essigester und Abdampfen der mit Na,SO, getrockneten
Essigesterphase erhielt man einen amorphen, blassgelben Riickstand (48 mg), der ab
70°C sinterte.

UV-Spektrum (in Methanol): Anac 289, 280, 274—276 und 220 myu (& = 4880.

5665, 5350 und 27200)
Amin 287 und 244 my (¢ = 4400 und 1930)

IR-Spektrum (2 mg in 300 mg KBr)! iibereinstimmend mit IR-Spektrum des
synthetischen Ascorbigens (s. unten).

Ascorbigen-Pikrat :

15 mg des erhaltenen Produkts und 9 mg Pikrinsdure wurden in 0,2 ml Athanol
unter gelindem Erwéirmen gelst. Bei langsamen Eindunsten im Exsiccator blieb ein

*) Wir danken Herrn Dr. Z. PROCHAZKA [fiir eine Vergleichsprobe seines Ascorbigen-
Priparats. .



oliger roter Riickstand zuriick, der beiln Anreiben durchkristallisierte. Er wurde in
wenig Aceton gelést. Durch vorsichtige Zugabe von Petrolither erhielt man rotes,
kristallines Ascorbigen-Pikrat. Ausbeute 18 mg. Fp. 126—128°C.

ber. firr CyH,eN,Opy (534,4) C47,199  H 3,399 N 10,499
gef. C 46,54% H 3,44% N 11,399

Tm’nitrobenzol-Additionsverbinduny :

15 mg Ascorbigen und 8 mg Trinitrdbenzol wurden unter gelindem Erwirmen in
0,3 ml Athanol geldst. Die Ldsung wurde jm Exsiccator konzentriert. Durch vorsichtige
Zugabe von Petroldther erhielt man die dditionsverbindung in schénen rechteckigen,
orangefarbenen Tafeln. Ausbeute 19 myg. Fp. 151—-153°C.

ber. fiir CysH;NO, . CH,N,O, (520,4) C 48,469  H 3,889, N 10,769,
gef. C 47,33%  H 3,62% N 11,10

Synthese von Ascorbigen.:

a) 3,5 g Ascorbinsdure wurden in 200 ml m/15 Phosphatpuffer gelést. Die Loésung
wurde durch Natronlauge auf pH7 gebracht (Lésung A). 2,95 g 3-Hydroxymethyl-
indol, das nach THESING!? aus 3-Indolaldehyd*) hergestellt wurde, wurden durch
gelindes Erwérmen in 100 ml Phosphatpuffer pH7 gelést (Lésung B). Lésung B
wurde unmittelbar mit Lésung A zusammengebracht und die Mischung einige Minuten
auf dem kochenden Wasserbad erwirmt. Nach dem Abkiihlen wurde die Mischung
filtriert. Zur Entfernung von nicht umgesetztem 3-Hydroxymethylindol und gebilde-
ten Nebenprodukten wurde das Filtrat 3 mal mit Ather ausgeschiittelt. Anschliessend
wurde 5 mal mit Athylacetat ausgeschilttelt. Die iiber Na,80, getrocknete Athyl-
acetat-Phase wurde filtriert und im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt.
Zugabe von iiberschiissigem Petrolither brachte Ascorbigen als flockiges Pulver zur
Féllung. Die Fallung wurde abgesa,ugt und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 41¢
Ascorbigen als amorphes und schwach gelbliches Pulver.

0,25 g dieses Priparats wurden durch kontinuierliche Gegenstromverteilung?s
awischen Athylacetat und Wasser aufgetrennt**). Nach Entwicklung mit 3,02 1 der
Unterphase befand sich Ascorbigen in den Rohren 80— 150. Der Inhalt der Rohre
100— 150 wurde im Vakuum eingedampft.| Der Riickstand wurde in wenig Athylacetat
zelést. Durch Zugabe von uberschiissigemn Petrolither wurde Ascorbigen ausgefillt,
las abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet wurde. Ausbeute 0,150 g. Sinterung ab
70°C.

Optische Drehung: [a]f + 15,0° (c = 1,83, in Methanol).

UV-Spektrum (in Methanol): Amax 289, 280, 274—276 und 220 mu (e = 4900,
5680, 5350 und 27300)

Amin 287 und 244 my (& = 4400 und 1950)

Mikroanalyée:
CsH;5NOg (305,3) ber. C 59,0

G Hy;NO, (307,3) ber. C 58,6 H 5,58 N 4,56 O 31,24
gef. 58,7 5,61 4,14 31,88

*) 3-Indolaldehyd wurde uns freundlicherweise durch Herrn Dr. J. TuEsING,
"a. E. Merck A.G., Darmstadt, zur Verfiighng gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle
rerzlich danken. e .

**) Die Gegenstromverteilung wurde| durch Dr. P. K. Hirrava durchgefiihrt,
rofiir auch an dieser Stelle gedankt sei.

H 4,95 N 4,59 O 31,45



Bei ProcmAZKA et al. fiir natiirliches Ascorbigen angegebene Analysenwerte:

C 58,36 H 5,58 N 4,17
58,74 5,64 4,36
57,83 5,59 4,16

Pikrat: 30 mg synth. Ascorbigen und 18 mg Pikrinsdure wurden wie oben be-
handelt. Ausb. 39 mg. Fp. 126—128°C.
Trinitrobenzol-Additionsverbindung:
15 mg synth. Ascorbigen und 8 mg Trinitrobenzol wurden wie oben behandelt.
Ausb. 17 mg. Fp. 151—153°C.

Synthese von Ascorbigen aus Indol, Formaldehyd und Ascorbinsiure:

‘Eine Mischung aus 2,35 g Indol, 3,6 g ascprbinsaures Natrium, 5 ml 409, Formal-
dehyd-Lésg. und 40 ml Citratpuffer pH 7 de 30 Min. gekocht. Zugabe von 100 ml
Wasser. Nach Abkiihlen der gelblichen Reaktionsmischung wurde 3 mal mit Atbher,
dann 6 mal mit Athylacetat ausgeschiittelt. Die iiber Na,SO, getrocknete Athylacetat-
phase wurde im Vakuum auf ein kleines Vol men eingeengt und mit iiberschiissigem
Petroldther versetzt, wobei Ascorbigen als flockiger Niederschlag ausfiel. Absaugen,
Nachwaschen mit Petrolither und Trocknen. Ausbeute 283 mg Rohprodukt, das sich
papierchromatographisch wie Ascorbigen verhielt. Sinterung ab 70°C.
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Abb. 5. IR-Spektrum von synthetischem Ascorbigen (gepresst in KBr).

Das IR-Spektrum von natiirlichem Ascorbigen ist sehr dhnlich mit dem des synthe-
tischen Préparats.

Hydroxzylaminbildung aus Qlucobrassicin durch Hinwirkung von Salzsdure:

50 mg Glucobrassicin wurden in 0,5 ml 259 Salzséure gelost. Nach 12 Std. wurde .
auf einem Uhrglas-im Vakuum iiber NaOH e etrocknet. Ein Teil des Riickstands
wurde zur papierchromatographischen Priifung'é verwendet, Ein anderer Teil wurde
nach BLom'” mit Jod in Essigsdure behandelt lund die gebildete salpetrige Sdure mit
Griess-ILosvay Reagenz nachgewiesen. Beide Methoden zeigten die Bildung von
Hydroxylamin.



Hydrogenolytische Spaltung von Glucobr

LUNDEEN.! .

hssicin durch Raney-Nickel nach WTTLINGEK-

20 mg Glucobrassicin wurden in 2 ml Wasser aufgelost und eine kleine Spatelspitze

Raney-Nickel zugegeben. Nach 2 stiind

ligem Stehen bel Raumtemperatur wurde die

Mischung filtriert. 30 ul Portionen der Losung wurden papierchromatographiseh unter-

sucht (absteigend in Butanol-Essigsdure

| Wasser 4:1:3). Durch Bespriihen der einzelnen

Streifen mit Ninhydrin (violetter Fleck), EnrricHs Reagenz (braunvioletter Fleck)

und Ferrinitratreagenz (orangegelber F'
Tryptamin einen R¢-Wert 0,67 besass,

leck) wurde das Spaltprodukt, das wie synth.
als Tryptamin identifiziert. Auch in anderen

Losungsmittelsystemen hatte das Spaltprodukt gleiche R¢-Werte wie Tryptamin. In

der Losungsmittelfront war Skatol z

u finden, das besser nach Ausschiitteln der

Reaktionslosung mit Ather durch Diinhschichtchromatographie, in der es sich durch

seine charakteristische blaue Farbung le

icht von Indol unterscheiden lasst, identifiziert

werden konnte. Der Geruch der Reaktionslésung war typisch skatolartig.

Papierchromatographische R¢-Werte
Spaltprodukten in einigen Losungs
die in der Tabelle aufgefii

Tabelle 1

von Glucobrassicin und seinen verschiedenen
r?lﬁftelsystemen. Zur Sichtbarmachung wurden
rten Sprithreagentien verwendet.

Sprith- R-Werte (absteigend)
Substanz

reagenz System I ‘ System II | System IIT
Glucobrassicin ABCD 0,37 0,51 0,25
Glukotropaeolin B 0,38 0,51 —

(Vergleichssubstanz) .
Ascorbigen*) ABC 0,72 — (0,37)
(oval. Fleck)

SCN-— : (0 0,46 0,58 0,58
3-Indolylessigséure AC iaber 0,9 0,59 0,33
3-Indoly1a,cetamid AC —»— — 0,72
3.Indolylacetonitril AC —y— — 0,82
3-Indolaldehyd AC —y— — 0,81
3,3’-Diindolylmethan AC —y— — 0,90
3-Hydroxymethy1indol AC —»— - 0,79
3.Indolcarbonsdure AC — — 0,24
Tryptamin AC, Ninhydrin 0,67 — 0,70

*) Butylacetat-Wasser (aufsteigend) Re 0,50

Spriihreagentien :

A TI) 1%ige Losung von p-Dim)
Zimtaldehyd » »

ATII) » » »

bthylaminobenzaldehyd in Athanol oder

(Papier bespriihen, trocknen und in HCl-Atmosphére héngen)

B) 1%ige Ldsung von AgNQ

(1 Teil)

(Papier bespriihen, 8 Minu
erhitzen. Anschliessend Ps

, in Wasser (3 Teile) + konz. Ammoniaklésung

ten auf 110°C érhitzen, nochmals besprithen und
ypier mit verdinnter HNO,-Losung auswaschen,

mit Wasser nachwaschen ynd im Dunkeln trocknen.)



R. GMELIN und A. I. VirTANEN, Gluc

obrassicin, der Precursor von SCN— 21

C) 5%ige Losung von Fe(NO,), . 9 1
(Papier besprithen, SCN—Fleck
lingere Zeit bei Zimmertemper:
derivate liegenlassen.)

diazotiertes p-Nitranilin
System I
System II
System III

D)

n-Butanol-Essigs:

Isopropanol-109,

Anwendung der Diinnschicht-Chromatograp

Pyridin-Amylalkg

H,0 in 1 N HNO;-Lésung
markieren, dann vorsichtig erhitzen oder
atur bis zum Sichtbarwerden der Indol-

jure-Wasser 4:1:3
shol-Wasser 7:7:6
Ammoniaklésung 8:2

hiet® zur Analyse von Indolderivaten und

Schwefel bei verschiedenen Spaltungsreaktionen von Glucobrassicin :

5,2 mg-Proben von Glucobrassicin -wur:

pH 7 oder b) pH 3,5 ¢) in 1 ml N/10 NaOH
Wasser unter Zusatz von Raney-Nickel ge

Stunden bei Zimmertemperatur gehalten. ¢

Wasserbad erhitzt und nach dem Abkiihlen 1
mit 1—2 ml Ather oder Athylacetat ausg
wurden mit Na,SO, getrocknet. 10— 100 Ml
Diinnschicht-Chromatographie aufgetragen
Chloroform + 19, Athanol wurden die Plg

Lésung von p-Dimethylaminobenzaldehyd

Glaskammer in HCl-Atmosphire gebracht.
Skatol (blau), 3-Hydroxymethylindol (ziege
schienen sehr rasch, wihrend die von 3-In

Konzentration ockerfarbenes Zentrum) erst

etwa 12 Stunden ihre volle Farbintensitéit u
Auch 3-Indolaldehyd (orangebrauner Fleck
lung. Schwefel wurde durch ammoniakalisc

als schwarzbrauner Fleck erhalten.

den a) in 1 ml Myrosinase-Puffergemisch
[ oder d) N/10 HCl-Lésung oder e) in 1 ml
16st. a) und e) wurden 4 Stunden, b) 12
und d) wurden 2 Stunden im kochenden
neutralisiert. Die einzelnen Proben wurden
pschiittelt. Die abgetrennten Oberphasen
-Portionen wurden in iiblicher Weise zur
Nach 15—20 Minuten Entwicklung in
tten getrocknet, mit einer alkoholischen
bespriiht, kurz erwérmt und dann in eine
Die Flecken von Indol (himbeerrot),
Irot), 3,3"-Diindolylmethan (ziegelrot) er-
\dolylacetonitril (taubenblau, bei héherer
nach einigen Stunden erschienen und nach
ind charakteristische Farbung annahmen.
benétigt lingere Zeit zur Farbentwick-
he AgNO;-Lésung nach kurzem Erhitzen

]

Tabellp 2

Die R¢-Werte von verschiedenen Indolder
Chromatographie in Chloroform 4 19, A#

rivaten und Schwefel bei Diinnschicht-
hanol. Kieselgel G% als Trigerschicht.

Substanz 1;:015::121;?;1 Re-Wert Farbe -
Indol c) 0,66 himbeerrot
Skatol d) e) 0,70 blau
3,3'-Diindolylmethan| a) b) c¢) 0,55 ziegelrot
3-Indolylacetonitril b) e) d) 0,42 Rand taubenblau, Zentrum
ocker

3-Indolaldehyd c) 0,145 braunorange
3-Hydroxymethyl-

indol a) b) c) 0,095 ziegelrot
Schwefel b) ¢) d) 0,75 braunschwarz




Zusammenfassung

Aus Brassica oleracea sabauda,| gongyloides und botrytis wurde Gluco-
brassicin, ein neues Thioglucosid isoliert, das auch in den iibrigen Kohlarten,
in Brassica Napus und Br. Rapa sowie in Raphanus sativus vorkommt.
Glucobrassicin, S-8-D-1-(Glucopyranosyl)-3-Indolylacetothiohydroximyl-0-
sulfat, zerfillt enzymatisch bei pH 7 in SCN~, Glucose, Sulfat und 3-
Hydroxymethylindol, das unter Formaldehydabspaltung 3,3’-Diindolyl-
methan neben weiteren, noch nicht identifizierten Indolderivaten bildet.
Bei pH 3,5 wird neben den genannten Produkten reichlich 3-Indolyl-
acetonitril und Schwefel gebildet. Durch Hydrolyse entstehen aus Gluco- -
brassicin 3-Indolylacetonitril, 3-Indolylacetamid und 3-Indolylessigsdure
sowie Indol, Skatol, 3-Indolaldehyd und eine Anzahl weiterer Indolderivate
neben Glucose, Sulfat, SCN~, H,S [und Schwefel. Wahrend Glucobrassicin
als solches im Wuchsstofftest inaktiyv ist, waren die so erhaltenen Reaktiosn-
mischungen stark aktiv. .

Hydrogenolytische Spaltung von Glucobrassicin durch Raney-Nickel
fithrt zu Tryptamin und Skatol. In Anwesenheit von Ascorbinsiure wird
bei der enzymatischen Spaltung von Glucobrassicin Ascorbigen gebildet.
Ascorbigen konnte durch Reaktion von 3-Hydroxymethylindol bzw. von
Indol und Formaldehyd mit Ascorbinsdure synthetisch erhalten werden.
Diese Reaktionen und Tatsachen machen die Aufstellung einer neuen
Ascorbigenformel notwendig.

Die Papierchromatographie und|Diinnschichtchromatographie der Spalt-
produkte von Glucobrassicin wird beschrieben. Fiir 3-Indolylacetonitril,
3-Hydroxymethylindol, 3,3’-Diindolylmethan, Indol und Skatol ist die
Diinnschichtchromatographie hervorragend geeignet und die Methode der
Wabhl. :

Die Beziehungen von Glucobrassicin als dem ersten »gebundenen Wuchs-
stoffs zu den frither gefundenen Wuchsstoffen und Indolderivaten in Kohl-
arten und die Zugehorigkeit von Glucobrassicin zu den Brassica-Faktoren
werden besprochen.

Diese Arbeit ist ein Teil des U térsuchungsprojekts unter U. S. Public
Law Nr. 480, 83rd Congress.

Summary

Glucobrassicin, a new thioglucoside, was isolated from Brassica oleracea
sabauda, gongyloides, and botrytis. It also occurs in other cabbage species, in
Brassica Napus and Br. Rapa, as well as in Raphanus sativus. Glucobrassicin,
S-B-D-1-(glucopyranosyl)-3-indolylacetothiohydroximyl-0-sulphate, is en-



zymatically split at pH 7 into SCN— glucose, sulphate, and 3-hydroxy-
methylindole. The last one forms 3,3{-diindolylmethane by simultaneous -
splitting of formaldehyde. Some other ot yet identified indole derivatives
are also formed. At pH 3.5 a large gmount of 3-indolylacetonitrile and
sulphur are enzymatically formed in addition to the above products. 3-
Indolylacetonitrile, 3-indolylacetamide,| and 3-indolylacetic acid, as well as
‘indole, skatole, 3-indolaldehyde, and a number of other indole derivatives
besides glucose, sulphate, SCN 7, H,S, and sulphur are formed by acid and
alkaline hydrolysis. Whereas glucobrassicin is inactive in the auxin test, the
reaction mixtures thus obtained were ighly active.

Hydrogenolytic cleavage of glucobrassicin with Raney nickel leads to
tryptamine and skatole. Ascorbigen is formed in the presence of ascorbic
acid by the enzymatic cleavage of glucobrassicin. Synthetic ascorbigen could
be obtained when 3-hydroxymethylindole or indole and formaldehyde,
respectively, were heated in water with hscorbic acid. On the basis of these
syntheses and the structure of glucobrassicin, ascorbigen cannot have the
structure earlier proposed by other workers.

The paper chromatography and »Diinnschichty chromatography of the
degradation products of glucobrassicin |are described. The »Diinnschichty
chromatography was found to be the most suitable method for the detection
of 3-indolylacetonitrile, 3-hydroxymethylindole, 3’3-diindolylmethane,
indole, and skatole. The relationship of |glucobrassicin as the first »bound
growth substance» to the earlier found growth substances and indole
derivatives in cabbage species as well as the fact that glucobrassicin belongs
to the »Brassica factorsy are discussed.
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